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Abstract
PCR-based detection of Simian virus 40 (SV40) in various human tumors has been reported, but
there were unusual reproducibility difficulties. Especially, the risk of false-positive results due to
contamination by SV40 containing laboratory plasmids has been proposed. To reveal the cause of this
false-positivity, we have constructed 2 sets of nested PCR system on SV40 regulatory region detecting
up to 1 molecule of input template. The non-coding regulatory region has structural variation among
strains and was known to exert a significant influence on tumor incidence. False positivity using the
first primer sets (RA4/RA3, RA2/RA1) was 28%, and those of second sets (RA4/RA3, RA8/RA5) was
13.5%, respectively. The sequence of the latter false-positive product was identical to most common
experimental SV40 776 (2E) strain. These results suggest that even the smallest amount of
contaminating DNA from experimental circumstance can be amplified and the strategies of the
prevention of nucleic acid contamination should be strictly considered.
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SV40 の調節領域を増幅する nested PCR 系
SV40 の調節領域を増幅するプライマー２組
(RA4/RA3、RA2/RA1)及び（RA4/RA3、RA8/RA5）









PCR条件は、1反応当たり、10× PCR Buffer(15 mM
MgCl2 含 む /Perkin Elmer) を 1 μL 、 2 mM
dNTPs(TOYOBO)を 1 μL、25 mM の MgCl2(Perkin
Elmer)を 0.6 μL(最終濃度 3 mM)、プライマー(50
pmol/μL、SIGMA GENOSYS)をそれぞれ 0.05μL ず
つ、滅菌水(Nacalai)を 6.25μL、耐熱性 DNA ポリメ
ラ ー ゼ と し て AmpliTaq(5 units/μL 、 Lot
No.M09946:Perkin Elmer)を 0.05μL、これに鋳型を 1












DNA）として滅菌水(double distilled water: ddW、
Nacalai)をそれぞれ用いた。pUC-SV40 は大腸菌で
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大量増殖後にHiSpeed Plasmid Maxi Kit(Qiagen)を用
いて精製後、NanoDrop lite(Thermo Scientific)で定量
したものを使用した。２段階目の増幅では、１段階
目で得た産物を ddW で 50〜100 倍に希釈したもの
を鋳型として導入した。１段階目の陽性コントロー
ルでは pUC-SV40 を ddW で系列希釈し、1 反応当
たり計算上それぞれ、100、101、102、103 分子とな
るように加えた。PCR プロフィールは、１種類目
のプライマーセットでは 94℃2 分、(94℃30 秒、65℃
30 秒、72℃30 秒)×30 サイクル、72℃7 分で、２種
類目のセットは 94℃2 分、(94℃30 秒、アウター65℃、
インナー52℃各30秒、72℃30秒)×30サイクル、72℃
7 分で行った。サーマルサイクラーは Mastercycler
ep(Eppendorf)を使用した。Nested PCR にて DNA を
増幅後、１反応当たり 2μLの 6×dye を加え、その





PCR産物を ddW で 10倍希釈して 2段階反応の鋳型




Cycle Sequence Kit(GE ヘルスケア)で行い、シーケン
サー3100-Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
にて解析を行った。
結果









いて、1 反応当たり 100分子の pUC-SV40 を加えた
ものでも産物が得られた。一方、DNA を加えてい
図２（左）及び図３（右） プライマーセット
(RA4/RA3、RA2/RA1)を用いた nested PCR の結果
図４（左）及び図５（右） プライマーセット

















類似実験を 37 回実施した内の 5 実験（13.5％）で
図５レーン①のような偽陽性産物が出現し、そのう
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